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抗 HEV- IgA在急性戊型肝炎诊断中的意义
陈焰1, 田德英1, 夏宁邵2
摘 要: 目的 建立酶联免疫吸附法检测血清抗HEV- IgA 的方法,了解戊型肝炎患者血清中抗HEV- IgA 的动
态变化规律及探讨其诊断中的意义。方法 应用北京万泰公司基因重组 HEV ORF- 2/ ORF- 3 抗原预包被的酶标板,
HRP标记羊抗人 IgA建立检测血清抗HEV- IgA 的方法。酶联免疫试验检测 60 例HEV RNA 阳性戊型肝炎患者不同
时间段血清抗HEV- IgA、抗 HEV- IgM(捕获法)、抗 HEV- IgG 水平。结果 60 例戊型肝炎患者血清抗HEV- IgA、抗
HFV- IgM 均为阳性,而对照组 410例非戊型肝炎病人中, 5 例抗 HEV- IgA阳性, 6例抗 HEV- IgM, 且抗HEV- IgG 和
HEV RNA均阴性, 其中仅有一例出现抗 HEV- IgA 和 HEV- IgM 双阳性(隐性感染)。动态检测戊型肝炎患者血清
HEV RNA、抗 HEV- IgA、抗 HEV- IgM 和抗HEV- IgG ,发现急性戊型肝炎血清 HEV RNA持续至发病后( 20 11) d, 抗
HEV- IgA 阳性持续至( 120 23) d、抗HEV- IgM 阳性持续至( 90 15) d, 自发病后第 2个月开始, 抗HEV- IgA、抗HEV
- IgM 阳性率百分比差异有统计学意义( P< 0 05)。结论 戊型肝炎患者抗HEV- IgA 阳性较抗 HEV- IgM 阳性持续
时间长,抗HEV- IgA检测弥补了抗HEV- IgM 阴性急性戊型肝炎的诊断, 同时检测抗HEV- IgM 和抗HEV- IgA, 可提
高急性型肝炎诊断的特异性。
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Abstract: Objective To establish enzyme- linked immunosorbent assays of anti- HEV IgA and to investigate its clinic signifi
cance in patients with hepatitis E.Methods An enzyme- linked immunosorbent assays of anti- HEV IgA was established by instead
of anti- human IgG with anti- human IgA in anti- HEV IgG assays came from Beijing WanTai biological pharmacy enterprise.Anti
- HEV IgA, anti- HEV IgM and anti- HEV IgG were detected in serial sera of 60 patients with HEV- RNA positive and control
groups. Results The 60 patients with HEV- RNA positive had both anti- HEV IgA and anti- HEV IgM alone. These patients were
not only negative for HEV RNA but also lack anti- HEV IgG as well. Only one patient had both anti- HEV IgA and anti- HEV IgM
( covert infection) . Periodic serum samples obtained from 60 patients with hepatitis E were tested for HEV RNA, anti- HEV IgA, anti
- HEV IgM and anti- HEV IgG. Their HEV- RNA were detectable in the serum until 1 to 40( 20 11) d. But anti- HEV IgA were
detectable until 1 to 150( 120 23) d, anti- HEV IgM were detectable until 1 to 150( 90 15) d. After two months of the onset the
positive rates of anti- HEV IgA was higher than that of anti- HEV IgM( P < 0 05) . Conclusion The method to detect the anti-
HEV IgA is practicable. Anti- HEV IgA is longer duration than that of anti- HEV IgM and as an assistant signal to diagnose acute
hepatitis E without anti- HEV IgM . Anti- HEV IgA alone or along with anti- HEV IgM is useful for serological diagnosis of hepatitis
E with increased specificity.
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戊型肝炎是由戊型肝炎病毒感染引起的急性肝炎。准确
评判戊型肝炎急性感染、亚临床感染、既往感染, 对临床处理
及预后判断有重要意义。抗HEV- IgM 一直以来被作为 HEV
近期感染的诊断指标 1 , 但夹心法检测抗 HEV- IgM 假阳性
高,尤其在类风湿因子存在情况下;捕获法检测抗 HEV- IgM
特异性强, 敏感性较低, 并且阳性持续时间短。有报道抗
HEV- IgA可作为戊型肝炎近期感染的辅助抗体 2 , 其在戊型
肝炎中的临床及诊断意义不明。本文改建酶联免疫吸附检测
血清抗 HEV- IgA 的方法, 动态检测戊型肝炎患者血清抗




1 1 1 标本来源 2003 年 8 月~ 2004 年 8 月武汉同济医院
门诊和病房急性戊型肝炎患者 100 例, 诊断符合病毒性肝炎
防治方案
3
。年龄 16~ 81 岁, 平均 52 岁, 男: 女比为 3 3: 1。
HEV RNA 阳性者 60例, 按~ 0 5月, ~ 1月, ~ 2 月, ~ 3 月, ~
4 月, ~ 5月不同时间留取血标本 2 ml, 4 000 r/ min 分离血清标
本, - 70 冰箱保存。非戊型急性肝炎患者 410例, 诊断符合
病毒性肝炎防治方案, 年龄 18~ 60岁, 平均 46 岁,男: 女比约
为 3: 1, 其中 62 例为甲型肝炎, 100 例为乙型肝炎, 56 例为丙
型肝炎, 自身免疫性肝炎 52 例; 类风湿性关节炎 40 例,健康
献血员 100 例。
1 1 2 主要试剂和仪器 MMV 反转录酶、二乙基焦硫酸酯
( DEPC)、Trizol试剂购自美国 Gibco 公司, dNTP、TaqDNA 聚合
酶、Riboundease Inhibitor、DNA Fragment Purification Kit、PMD18-
T Vector、限制性核酸内切酶、小量质粒纯化试剂盒购自大连
宝生物工程有限公司。HRP 标记羊抗人 IgA 购自武汉凌飞科
技有限公司。戊型肝炎病毒 IgM、IgG 抗体诊断试剂盒 (酶联
免疫法 ) , 购自北京万泰生物药业有限公司。PTC- 100TM
Programmable Thermal Controller 为美国MJ 公司产品, YTDY- 32




1 2 1 HEV RNA 提取 采用Tr izol试剂,按其操作说明提取
总 RNA。
1 2 2 病毒 RNA 的 RT- PCR 目的片段为 HEV ORF2 部分
序列( nt 5 972- 6 317) , Ep1: 5 - GCTTCTAATTATGCCCAGTA-
3 , Ep2: 5 - TGTTGGTTGTCATAATCCTG- 3 ; Ep3: 5 - GTTAT
GCTTTGCTTTGCATA( T) CATGG- 3 , Ep4: 5 - CCGACGAAAT
CAATTCTGTC- 3 , 由上海博亚生物技术有限公司合成。
1 2 3 重组质粒的构建与克隆基因 DNA 序列的测定 DNA
片段纯化试剂盒纯化 PCR产物, 连入 pMD18- T 载体, 送上海
博亚生物技术有限公司测序,测序仪型号为 ABI 3 700。
1 2 4 抗- HEV- IgM、抗- HEV- IgG 检测 用戊型肝炎病
毒 IgM、IgG抗体诊断试剂盒 (酶联免疫法)检测, 严格按试剂
盒说明书进行。抗- HEV- IgM 临界值( Cutoff) = 0 26+ 阴性
对照平均 A 值, 抗- HEV- IgG临界值( Cut off) = 0 16+ 阴性
对照平均 A 值, 标本 A 值 临界值为阴性, 标本 A 值> 临界
值为阳性。
1 2 5 ELISA法检测 IgA 抗体及临界值的确定 采用间接
ELISA 法,仅用 HRP标记羊抗人 IgA替代 HRP 标记抗人 IgG,
其余操作与抗- HEV- IgG 检测相同。为了知道所制备的羊
抗人 IgA- HRP 在间接 ELISA 中的活性 (结合第一抗体, 效
价) ,将此酶标抗体稀释成 1 500, 1 1000, 1 2000, 1 4000, 1
8000, 1 16000 种浓度 , 按上述步骤和方法进行 ELISA 试验。
结果表明, 所标记的羊抗人 IgA酶标抗体当稀释度为 1 4000
~ 1 8000 时,它们的 P/ N(测得标本 A 值与阴性对照A 值比)
值均为 2 0,因此, 为了保证实验结果稳 定采用单位效价,
即1 4 000 稀释度做正式实验。用已置备的试剂检测 410 份
抗- HEV- IgM、抗HEV IgG阴性血清, 并计算其 x s ,根据样
品的均值及标准差来确定试剂的临界值。
1 2 6 统计学分析 定量数据, 以 x s 表示, 2 样本率比较
采用 2 检验。
2 结 果
2 1 急性戊型肝炎病毒检测 急性戊型肝炎标本 100例, 扩
增出HEV RNA ORF 2( 345 bp) 60 例。
2 2 抗- HEV IgA 临界值的确定 用置备的抗 HEV IgA 试
剂,检测 410 份抗- HEV- IgM、抗 HEV IgG 阴性血清, 吸光度
( A )值的均值为 0 128, 标准差0 053,设阴性对照 3 孔,阳性对
照 2孔和空白对照 1 孔。当临界值定为 A 值的均值加上 2个
s 时, 所检测 410份抗- HEV- IgM、抗 HEV IgG 阴性血清均为
阴性。该值约等于 3个阴性对照均值加上 0 18,因此, 临界值
定为3 个阴性对照均值加上 0 18, ( A )值 阴性对照孔 A 均
值+ 0 18为 HEV- IgA抗体阳性。
2 3 抗- HEV IgA 特异性吸收试验 为了验证 ELISA间接法
用于检测抗- HEV IgA 的特异性,选用 10 份戊型肝炎感染性
血清以 1 100, 1 500, 1 1000, 1 5000,稀释, 加等量 50 g/ ml重
组ORF2蛋白(公司提供) ,使其 A 值< 1 5, 混匀置 37 0 5
h,再置 4 过夜吸收后离心取上清液按上述实验条件和方法
进行 ELISA 测定,结果 10 份样本 1 500 稀释后, A 值均下降
75%。由此均显示特异吸收抑制试验阳性, 证明该 10份阳性
血清的抗- HEV IgA是特异的。
2 4 血清检测 用置备的抗- HEV IgA试剂,检测所有病例
标本结果显示, 甲型肝炎中抗- HEV IgA 有 2 例阳性, 乙型肝
炎、丙型肝炎中抗- HEV IgA 各有 1 例阳性, 健康献血员中有
2例抗- HEV IgA 阳性, 其中 1 例 , 同时有抗- HEV IgM 和
HEV- RNA 阳性,可除外, 其假阳性率为 1 5% , 急性戊型肝炎
抗- HEV IgA全部阳性, 说明该试剂的特异性较好(表 1)。
表 1 戊型肝炎和非戊型肝炎血清抗- HEV IgA检测









甲型肝炎 62 33 1 11 2 2(3 2) 1(1 6) 1(1 6) 0
乙型肝炎 100 36 3 12 2 1( 1) 0 10( 10) 0
丙型肝炎 56 45 6 15 3 1(1 8) 1(1 8) 1(1 8) 0
自身免疫性肝炎 52 50 5 10 1 0 2(3 8) 3(5 8) 0
类风湿性关节炎 40 56 4 9 4 0 2( 5) 1(2 5) 0
健康献血员 100 46 8 18 5 2( 2) 1( 1) 8( 8) 1(1)
戊型肝炎 100 52 6 14 8 100( 100) 100( 100) 100( 100) 60(60)
2 5 HEV RNA 阳性急性戊型肝炎患者系列血清检测抗-
HEV IgA、抗- HEV IgM、HEV RNA、ALT 和 TBiL 急性戊型肝
炎患者临床出现症状时, 既可查出 HEV RNA、抗- HEV IgA、
抗- HEV IgM, HEV RNA 持续阳性 1 月内, 抗- HEV IgA持续
阳性 4 月( > 50% ) , 抗- HEV IgM 持续阳性 3 月( > 50%) , 血
生化 4 个月接近正常。
HEV RNA 阳性急性戊型肝炎患者自出现临床症状始, 动
态检测HEV RNA、抗, - HEV IgA、抗- HEVIgM、ALT 和 TBiL,
发现急性戊型肝炎临床症状显著期一般持续 2 个月, 肝功能
异常持续至 5 个月, 谷丙转氨酶及总胆红素峰值分别为 ( 246
53) u/ L、( 506 123) mol/ L, 处于病程 30 d 左右。血清 HEV
RNA在 2 周, 1 月, 2 月, 3 月阳性人数分别为 60( 100% ) , 36
( 60% ) , 3( 5% ) , 0; 抗- HEV IgA阳性人数在 2 周, 1 月, 2 月, 3
月, 4 月, 5 月分别为 60 ( 100% ) , 60 ( 100% ) , 58 ( 97% ) , 56
( 93% ) , 38( 63%) , 18( 30% ) ;抗- HEV IgM 阳性人数在 2 周, 1
月, 2 月, 3 月, 4 月, 5 月分别为 60 ( 100% ) , 60 ( 100% ) , 46
( 77% ) , 34( 57% ) , 12( 20% ) , 2( 3% )。以上结果可以看出, 血
清 HEV RNA阳性持续时间短,只能作为早期诊断标准。抗-
HEV IgM、抗- HEV IgA 阳性持续至整个观察期末, 病程第 1
个月血清抗- HEV IgM、抗- HEV IgA阳性率差异无统计学意
义, 第 2个月后抗- HEV IgM阳性率迅速下降, 抗 HEV IgA 阳
性率仍保持在较高水平, 二者相比差异有统计学意义( P <
0 05)。急性戊型肝炎患者血清HEV RNA、抗- HEV IgM、抗-
HEV IgA持续时间分别为 1 月, 3 月, 4 月, 肝功能异常持续 4
月左右, 故联合检测抗- HEV IgM、抗- HEV IgA 有利于急性
戊型肝炎诊断特异性, 抗- HEV IgA、抗- HEV IgG阳性有利
于抗- HEV IgM阴性急性戊型肝炎的诊断。
3 讨 论
目前临床诊断戊型肝炎主要采用抗- HEV IgM、抗- HEV
IgG检测 4 。在急性戊型肝炎患者中, 血液或粪便中 HEV-
RNA持续时间较短, 虽然 RT- PCR检测 HEV- RNA可作为诊
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断急性戊型肝炎的金标准,但操作复杂、成本高, 仅能在疾病
早期作出诊断,不能在临床广泛开展, 本研究应用北京万泰生
物约业有限公司的高纯度基因重组 HEVORF2/ 0RF2C 端的抗
原片段预包被板,HRP标记羊抗人 IgA, 建立检测血清抗 HEV
- IgA 诊断方法。结果显示, 该方法具有较高的敏感性和特
异性。
本文检测非急性戊型肝炎患者血清抗- HEV IgM、抗-
HEV IgA, 发现抗- HEV IgM、抗- HEV IgA 均存在假阳性, 但
没有抗- HEV IgM、抗- HEV IgA 同时假阳性的现象。对于目
前临床广泛采用抗- HEV IgM 检测来说, 同时检测抗- HEV
IgA,不仅提高了诊断率, 还有助于假阳性的判断及正确诊断。
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20~ 30 min,再取出晒干即可。( 2)营养成分的分析: 分别采用
微量凯氏定氮法 1 、索氏抽提法 2 、改良费林氏法 3 测定野生
山茶的嫩茎、叶及制备山茶的蛋白质、脂肪、碳水化物的总量;
用2 4- 二硝基苯肼法 3 测定其维生素 C 的含量; 无机元素
钙( Ca)、铁( Fe)、锌( Zn)的测定采用原子吸收光谱法。( 3)稀
土元素含量的测定:采用电感耦合等离子体质谱法分别测定
稀土元素镧( La)、铈( Ce)、镨( Pr)、钕( Nd)、钐( Sm)、铕( Eu)、钆
( Gd)、铽( Tb)、镝( Dy )、钬 ( Ho)、铒( Er )、铥 ( Tm)、镱( Yb)、镥
( Lu)、钇( Y)的氧化物的含量。电感耦合等离子体质谱仪产





结 果 ( 1)营养成分分析结果:山茶鲜叶及制备山茶的
生热营养素蛋白质、脂肪、碳水化物的含量( g/ 100 g )分别为
5 6, 12 2; 1 6, 2 6; 7 2, 11 9; 维生素 C、钙、铁、锌的含量( mg/
100 g)分别为 70 0, 42 8; 540 0, 790 0; 18 0, 72 0; 0 5, 0 8。相
对而言,钙的含量较高。( 2)稀土元素含量测定结果 :制备山
茶中各稀土的含量 ( mg/ 100 g) 分别为 La2O3 ( 氧化镧 ) 0 75、
CeO2(氧化铈) 1 40、Pr6O11 (氧化镨) 0 12、Nd2O3 (氧化钕) 0 10、
Sm2O3(氧化钐) < 0 02、Eu2O3 (氧化铕) < 0 02、Gd2O3 (氧化钆)
0 03、Tb4O7(氧化铽) < 0 02、Dy2O3 (氧化镝) < 0 02、Ho2O3 (氧
化钬) < 0 02、Er2O3 (氧化铒 ) < 0 02、Tm2O3 (氧化铥) < 0 02、
Yb2O3(氧化镱) < 0 02、Lu2O3 (氧化镥) < 0 02、Y2O3 (氧化钇)
0 05,其中以 La2O3(氧化镧)、CeO2(氧化铈)的含量相对较高。




定结果表明, 稀土地域野生山茶中氧化镧 ( La2O3 )、氧化铈
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